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超高压协同 TG酶改性蛋清蛋白热
诱导凝胶机理
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2.黑龙江民族职业学院，黑龙江哈尔滨 150066）

摘　要：为提高蛋清蛋白凝胶性，本研究以蛋清蛋白（Egg white protein，EWP）为研究对象，通过分析质构、持水

率、分子作用力、傅里叶红外色谱、圆二色谱、粒径、电位、巯基含量、表面疏水力及扫描电镜的变化，探究超

高压处理（Ultra-high pressure，UHP）、谷氨酰胺转胺酶处理（Transglutaminase，TG）及超高压协同 TG酶处理

（Ultra-high pressure synergistic Transglutaminase，UTG）的蛋清蛋白热诱导凝胶机理及结构的变化。结果表明：

UHP-EWP、TG-EWP、UTG-EWP的硬度、弹性和持水性均有所提高，疏水相互作用力是维持凝胶的主要作用

力；UHP-EWP、TG-EWP、UTG-EWP的 α-螺旋含量均不同程度下降、β-折叠含量均上升；UHP-EWP的平均粒径

值下降、电位绝对值下降，TG-EWP、UTG-EWP的变化与之相反；UHP-EWP、TG-EWP、UTG-EWP的游离巯基

含量上升、总巯基含量下降、表面疏水性升高；凝胶结构更加致密光滑，平整度提高。本研究为蛋清蛋白热诱导

凝胶改性提供了理论基础及研究思路。
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Abstract：Aiming to improve the gel property of egg white proteins, in this research, taking egg white protein (EWP) as the
research object,  the changes in texture, water-holding ratio,  molecular forces,  Fourier transform infrared chromatography,
circular  dichroism  spectrum,  particle  size,  potential,  sulphydryl  content,  surface  hydrophobicity,  and  scanning  electron
microscopy were analyzed to explore the mechanism and structural changes of heat-induced gel of EWP after the treatments
of  Ultra-high  Pressure  (UHP),  Transglutaminase  (TG)  and Ultra-high  Pressure  Synergistic  Transglutaminase  (UTG).  The
results  showed  that  the  hardness,  elasticity  and  water  holding  capacity  of  UHP-EWP,  TG-EWP and  UTG-EWP were  all
improved, and hydrophobic interaction was the main force to maintain gel. The α-helix content of UHP-EWP, TG-EWP and
UTG-EWP decreased,  while  the β-fold  content  increased.  The  average  particle  size  and  absolute  potential  of  UHP-EWP
decreased,  while  the  changes  of  TG-EWP and UTG-EWP were  opposite.  The content  of  free  sulfhydryl  groups  in  UHP-
EWP, TG-EWP, and UTG-EWP increased, the content of total sulfhydryl groups decreased, and the surface hydrophobicity
increased.  The  gel  structure  was  more  compact  and  smooth,  and  the  flatness  was  improved.  This  research  provides  a  
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theoretical basis and research ideas for the heat induced gel modification of EWP.
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蛋清蛋白凝胶特性在食品加工中应用广泛，其

凝胶网络可以吸附水分提高食品的保水性及肉类的

嫩度、吸附风味物质、改善肉类风味、提高食品的黏

结性、增稠性等。但天然蛋清凝胶性能不理想，为了

改善其凝胶性能，以蛋白质结构为基础，国内外学者

对蛋清蛋白改性进行了广泛的研究。目前蛋清蛋白

改性应用较多的方法有糖基化、超声波、超高压、

TG酶法等。张根生等[1] 通过低聚半乳糖对蛋清蛋

白进行改性，添加 4%低聚半乳糖，蛋清蛋白凝胶硬

度和弹性分别增大 68.30%和 15.05%。叶钰等[2] 研

究了超声波处理对蛋清蛋白凝胶性的影响。不同功

率处理下，蛋清凝胶的保水性均增强。200 和 400 W
的超声处理下蛋清蛋白凝胶强度提高，600  W、

30 min的超声处理使蛋清的凝胶强度和稳定性降

低。王辉[3] 研究了动态微射流超高压均质对蛋清蛋

白功能性质的影响，结果表明随着压力的增大，动态

微射流超高压处理蛋清蛋白的凝胶性、成膜性、起泡

性、流变性均得到了提升。Iametti等[4] 在蛋白质中

添加蔗糖和氯化钠作为保护剂后进行高压处理，与未

添加保护剂相比，蛋白质的凝胶强度和起泡性能均有

提升。王然等[5] 使用 TG酶交联蛋清粉，采用响应面

分析法优化了最佳反应条件，在酶添加量 6 U/g，反
应时间 3.99 h，温度 35 ℃ 时，蛋清粉的凝胶强度提

升至 820 g/cm2。陈杰等[6] 通过 TG酶交联蛋清蛋白

粉提高了凝胶强度，最佳工艺条件为反应 pH5.87、
琥珀酰化酪蛋白添加量 2.29%、转谷氨酰胺酶添加

量 1.06%、反应温度 40 ℃、反应时间 40 min，凝胶

强度提高至 1054.5 g/cm2。

与单一改性方法相比，复合改性方法效率更

高。近年来，超高压协同 TG酶改性蛋白质凝胶性具

有开阔的研究前景。超高压作用能够使蛋白质结构

适度打开，促进 TG酶交联作用。王炳智[7] 通过高压

及 TG酶法对小麦面筋蛋白进行处理，结果表明，在

100~400 MPa、10 min条件预处理下，能够诱导小麦

面筋蛋白分子结构发生一定程度的去折叠化，暴露出

更多的 TG酶作用位点，显著增强了小麦面筋蛋白

与 TG酶的交联反应。才卫川等[8] 将 TG酶添加到

鸡胸肉肌原纤维蛋白中，然后进行超高压处理，结果

表明，最佳工艺为 pH5.9，TG酶添加量为 0.5%，压

力 432 MPa，保压时间 15 min，此条件下肌原纤维蛋

白凝胶强度提升至 255.26  g/cm2，保水性提升至

95.23%。刘勤华[9] 通过超高压处理添加 TG酶的鸡

胸肉。结果表明，随着压力水平的增加，L 值、pH和

TBA值呈上升趋势，对失水率的影响并不明显。但

关于超高压协同 TG酶对蛋清蛋白凝胶性能的影响

鲜有研究。本实验采用超高压协同 TG酶改性处理

蛋清蛋白热诱导凝胶，探究不同改性方法对蛋清蛋

白凝胶性能的影响及形成机理，为蛋清蛋白凝胶改

性的研究提供参考及理论支持。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

鸡蛋　购于本地超市；TG酶（100 U/g）、8-苯胺-
1-萘磺酸（ANS）　分析纯，源叶生物科技有限公司；

磷酸盐缓冲溶液　分析纯，北京兰杰柯科技有限公

司；甘氨酸　分析纯，北京博奥拓科技有限公司；

EDTA、尿素　分析纯，西陇化工股份有限公司；β-巯
基乙醇　分析纯，上海麦克林生化科技有限公司；乙

醇　分析纯，天津市登封化学试剂厂。

Nano-ZS90激光粒度仪　英国马尔文仪器有限

公司；日立 SU8010扫描电子显微镜　日本日立公

司；RF-5301 pc荧光分光光度计　日本岛津仪器公

司；Spectrum Two傅里叶红外光谱　美国珀金埃尔

默股份有限公司；TG16-WS型台式高速离心机　上

海卢湘仪离心机仪器有限公司；Chirascan plus圆二

色谱仪　英国应用物理有限公司；UV-5200紫外可

见分光光度计　上海元析仪器有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   鸡蛋预处理及蛋清液制备　新鲜鸡蛋脱壳后

分离蛋黄、蛋清膜及系带，120目筛过滤剔除蛋清液

中杂质；根据前期实验结果，使用去离子水将蛋清液

蛋白质浓度稀释至 8%，室温下磁力搅拌器 400 r/min
搅拌 30 min，使其成为均一的流体状态；柠檬酸调节

pH至 7，4 ℃ 冷藏备用。 

1.2.2   蛋清蛋白热诱导凝胶的制备　参考张根生

等[1] 的方法并略作修改，具体制备工艺如下：天然蛋

清蛋白热诱导凝胶（EWP）制备：预处理蛋清液置于

90 ℃ 水浴锅中反应 30 min后诱导成凝胶，冰浴降

温，4 ℃ 冷藏备用。超高压处理蛋清蛋白热诱导凝

胶（UHP-EWP）制备：预处理蛋清液经 200 MPa下高

压处理 5 min后热诱导成凝胶。TG酶处理蛋清蛋

白热诱导凝胶（TG-EWP）制备：蛋清液中添加 11 U/g
TG酶，50 ℃ 反应 2 h后热诱导成凝胶。超高压协

同 TG酶处理蛋清蛋白热诱导凝胶（UTG-EWP）制
备：蛋清液 300 MPa下高压处理 5 min，添加 11 U/g
TG酶，45 ℃ 反应 1.5 h后热诱导成凝胶。 

1.2.3   凝胶质构特性分析　将蛋清蛋白凝胶切成

10 mm×l0 mm×l0 mm大小，使用 P/36R探头进行质

构分析，测定凝胶的硬度及弹性。设置参数为：测前

速 2 mm/s；测试速度 1 mm/s；测后速度 2 mm/s；压
缩比例 50%；触发点负载 5 g；两个压缩循环间隔

5 s，每个样品平行测 3次[10]。 

1.2.4   凝胶保水性性分析　离心管质量记为 m0，称

取 0.5 g左右样品于离心管中记为 m1，10000 r/min
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离心 15 min后用滤纸吸取样品表面多余水分，称量

离心管＋剩余样品质量记为 m2，每个样品平行测定

5次。根据如下公式计算蛋清蛋白凝胶持水率：

持水率(%) =
m2 −m1

m1 −m0

×100 式（1）
 

1.2.5   凝胶分子作用力测定　准确称取 0.5 g凝胶，

分别加入具有破坏不同作用力的试剂，用考马斯亮

蓝 G250作为指示剂，在 A595 nm下测定其吸光度，

并计算其蛋白溶解浓度[11]。 

1.2.6   凝胶傅里叶红外光谱测定　准确称取 2~3 mg
蛋清蛋白凝胶冻干粉样品进行压片，利用 FTIR仪收

集样品的红外图谱，参数设置为：波长范围 4000~
400 cm−1，分辨率 4 cm−1，温度 25 ℃，每个样品扫描

3次[12]。 

1.2.7   凝胶圆二色谱测定　将蛋清蛋白凝胶冻干粉

粉末用去离子水稀释至 0.2 mg/mL，参数设置为：温

度 25 ℃、扫描范围 190~250 nm、扫描速度 50 nm/s、
分辨率 0.0005 mdeg，每个样品扫描 3次[13]。并通过

结构分析网站计算蛋白质二级结构含量（http://
dichroweb.cryst.bbk.ac.uk）。 

1.2.8   凝胶粒径及 Zeta电位测定　采用马尔文激光

粒度仪进行平均粒径和 Zeta电位测定，将蛋清凝胶

冻干粉粉末溶解在 PBS缓冲液中，浓度稀释至

1 mg/mL以下，经 0.45 μm滤膜过滤，在 25 ℃ 下测

量三次[14−15]。 

1.2.9   凝胶巯基含量测定　游离巯基含量的测定：

将 0.01 g左右凝胶样品溶解在 4 mL Tris-Gly缓冲

溶液中，室温下温育 30 min，10000 r/min离心 10 min
后取上清液。取 3 mL上清液加入 0.04 mL Ellman
试剂，20 ℃ 下避光反应 20  min。以 3  mL  Tris-
Gly缓冲溶液为空白，测定上清液 A412 nm。根据以

下公式计算游离巯基含量[16]。

游离巯基含量(µmol/g) =
A412 ×D×75.53

C
式（2）

式中：75.53-Ellman试剂的摩尔消光系数；D-稀
释倍数；C-样品浓度（mg/mL）。

总巯基含量测定：用 β-ME-Urea-Tris-Gly缓冲

液替代 Tris-Gly缓冲液重复上述方法分别测定上清

液 A412 nm，并上述公式计算总巯基含量。 

1.2.10   凝胶表面疏水性测定　采用荧光探针法测定

蛋清蛋白凝胶表面疏水性，使用 8-苯胺-1-萘磺酸

（ANS）作为探针。将 20  μL  ANS工作液加入到

4 mL蛋白凝胶溶液（浓度为 1~5 mg/mL）中，漩涡混

匀，室温避光反应 20 min后测其荧光强度，表面疏水

性用荧光强度对蛋白质浓度曲线的初始斜率表示。

实验参数设置为：激发波长 390 mm，狭缝 5 nm，扫

描范围为 420~600 nm[17]。 

1.2.11   凝胶扫描电镜测定　将蛋清凝胶切为 2×
5 mm的小条，冷冻干燥后随机选取蛋白凝胶样品固

定在样品台上，喷金，进行扫描电镜观察，电压 2 kV，

放大倍数为 10000倍，观察凝胶的微观结构[18]。 

1.3　数据处理

使用 SPSS 19.0软件 Duncan's法分析显著性，

数据采用平均值±标准偏差表示，以 P<0.05表示差

异显著；使用 Origin 2018软件制图。 

2　结果与分析 

2.1　蛋清蛋白凝胶质构性能分析

通过对蛋清蛋白凝胶的质构特性进行测定来评

价其凝胶性能的变化。硬度和弹性是描述凝胶性的

重要参数。由图 1知，EWP、UHP-EWP、TG-EWP、
UTG-EWP的凝胶硬度从 1505.48 g/cm2 分别上升

至 1810.50、2024.52、2414.45  g/cm2，凝胶弹性由

0.67 g/cm2 上升至 0.84、0.93、0.96 g/cm2，说明在改

性作用下，蛋清凝胶的性能显著提高（P<0.05）。吕静

等[19] 的研究发现高压作用能够显著提升凝胶的硬度

和弹性。超高压能够促使蛋清蛋白结构展开，分子内

部包埋的疏水基团和-SH基团等活性基团暴露出来，

在热诱导凝胶过程中该基团有利于分子间疏水相互

作用和二硫键的形成，形成结构更加致密的结构，宏

观上表现为凝胶硬度及弹性的提高[20]。TG酶使蛋

白质分子加速聚集，大分子聚合物促使了凝胶体系形

成了更为致密均匀的凝胶三维网络结构。UTG-
EWP组高于单一处理的原因，可能是由于蛋清蛋白

结构的适度展开，增加了蛋白质与 TG酶的结合位

点，相互交联增强，形成了硬度、弹性较大的凝胶，凝

胶稳定性显著增强。这与刘勤华[9] 的研究结论类似。
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图 1    EWP、UHP-EWP、TG-EWP、UTG-EWP硬度及
弹性变化

Fig.1    Hardness and elasticity changes of EWP, UHP-EWP,
TG-EWP, UTG-EWP

注 ：图中不同字母表示两组间具有显著差异 （P<0.05） ，
图 2~图 3、图 6~图 8同。
  

2.2　蛋清蛋白凝胶保水性分析

持水率是影响凝胶品质的重要评价指标，不仅

能反映凝胶网络中截留水的能力，也反映了凝胶网络

结构中蛋白质与水的相互作用[21]。由图 2知，EWP、
UHP-EWP、TG-EWP、UTG-EWP的持水率分别为

70.80%、75.91%、80.52%、87.83%，凝胶持水率显著

升高（P<0.05）。这可能是由于在改性处理下凝胶空
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间网络结构逐渐致密，对水分的截留能力增强。

Bagher等[22] 研究了 TG酶对红罗非鱼鱼糜凝胶特性

的影响，添加 0.30 U/g TG酶时，鱼糜蛋白交联度提

高，网络结构致密，鱼糜的持水力提高。Chang等[23]

发现，蛋白质分子通过氢键、分子偶极、瞬间偶极、

诱导偶极等作用力结合大量水分，从而形成难以自由

运动的大分子聚合物，这可能与凝胶化过程中的分子

作用力有关。
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图 2    EWP、UHP-EWP、TG-EWP、UTG-EWP 持水率变化
Fig.2    Changes in water holdup of EWP, UHP-EWP, TG-EWP

and UTG-EWP
  

2.3　蛋清蛋白凝胶分子作用力分析

影响蛋清蛋白凝胶化的作用力主要分为蛋白质

分子内作用力（范德华力和空间相互作用）和分子间

作用力（离子键、氢键、疏水相互作用和二硫键）[11]。

凝胶的形成特性主要受离子键、氢键、疏水相互作用

和二硫键变化的影响，从而引起蛋白质聚集形成凝胶

网络。由图 3可知，在蛋清蛋白凝胶化过程中，疏水

相互作用是维持凝胶结构的主要作用力，二硫键次

之，氢键和离子键贡献较小。四组凝胶的离子键含量

均较低，略有上升，说明离子键不是维持蛋清蛋白凝

胶空间网络结构的主要作用力。与对照组 EWP相

比，氢键含量显著（P<0.05）减少，氢键是维持二级结

构的主要作用力，经过改性处理蛋白质分子结构展

开，氢键破裂，α-螺旋转化为对凝胶结构更有利的 β-

折叠结构，与 2.5中 α-螺旋和 β-折叠变化趋势一致；

疏水相互作用力显著（P<0.05）提高，说明在改性过程

中，超高压作用下蛋白质分子内部包埋的疏水基团随

之暴露出来，疏水相互作用力重新连接蛋白质分子，

更易形成凝胶网络结构的大分子聚集体。He等[24]

研究了超高压改性油菜籽凝胶，研究表明蛋白质分子

间的疏水相互作用是形成蛋白凝胶的关键因素之

一。TG酶与蛋清蛋白发生交联，提高了聚集体的分

子量，大分子聚集体分子内和分子间都通过疏水相互

作用连接[5]。二硫键逐渐升高是由于分子内部的巯

基暴露出来氧化生成的，也是维持凝胶结构的主要作

用力。UTG-EWP组较 UHP-EWP和 TG-EWP组变

化更为显著（P<0.05），可能是由于高压作用下蛋白质

分子结构适度打开，为 TG酶的交联提供更多结合位

点，改性效率更高，在离子键、氢键、疏水相互作用和

二硫键的共同作用下，蛋清蛋白凝胶强度和稳定性显

著提高，形成结构更为致密的凝胶网络。这与王炳

智[7] 的结论类似。 

2.4　蛋清蛋白凝胶傅里叶红外色谱分析

通过傅里叶红外光谱分析探究蛋白质二级结构

变化，蛋白质光谱的特征吸收峰有酰胺 I带（1600~

1700 cm−1）和酰胺 II带（1480~1575 cm−1）等，都与蛋

白质的二级结构有关。蛋白质分子内多肽链可形成

α-螺旋、β-折叠、β-转角以及无规则卷曲等特定的二

级结构。蛋清蛋白改性前后的峰形和峰位大致相同，

说明超高压处理和 TG酶处理没有改变蛋清蛋白的

功能基团，也没有引入或生成新的功能基团[25]。由

图 4知，四组蛋清凝胶在 3270 cm−1 附近均有一个

明显的吸收峰，2900~3300 cm−1 处的峰是-OH和氢

键拉伸振动的特征吸收峰，酰胺Ａ带代表了氢键的

存在，氢键是提高蛋白凝胶强度的重要因素之一。

1650 cm−1 附近均有一个明显的吸收峰，EWP、UHP-

EWP、TG-EWP、UTG-EWP该峰的波值分别为 1651、

1648、1645、1646 cm−1，酰胺Ⅰ带主要是由 C=O的

伸缩振动引起的，反映了蛋白质结构的舒展程度，蛋

白质结构的展开使部分氢键断裂，导致 α-螺旋含量

减少。在 1520 cm−1 附近均有一个明显的吸收峰，
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图 3    EWP、UHP-EWP、TG-EWP、UTG-EWP FTIR分子
作用力变化

Fig.3    Molecular force changes of EWP, UHP-EWP, TG-EWP,
and UTG-EWP FTIR
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EWP、UHP-EWP、TG-EWP、UTG-EWP该峰的波

值分别为 1524、1522、1525、1515 cm−1，改性组与对

照组 EWP相比发生了不同程度的蓝移，β-折叠含量

升高。酰胺Ⅱ带代表 N-H弯曲和 C-N收缩，分子内

部的氢键发生重组以及内部活性基团暴露，导致 β-
折叠含量增加 [26]。这与 Zhang等 [27] 的研究结果

一致。 

2.5　蛋清蛋白凝胶圆二色谱分析

利用圆二色光谱分析蛋清蛋白二级结构的变

化，由图 5可知，蛋清蛋白凝胶在 190 nm左右均出

现明显的正峰谱带，该特征峰为 α-螺旋和 β-折叠的

重合峰。表明二级结构中富含 α-螺旋和 β-折叠。

在 200~202 nm之间为光谱的零交叉点，200~240 nm
范围内有一条宽负带，证明了蛋清蛋白凝胶中都富

含 β-折叠结构，与红外光谱结论一致。
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图 5    EWP、UHP-EWP、TG-EWP、UTG-EWP
圆二色谱图变化

Fig.5    Changes of EWP, UHP-EWP, TG-EWP, and UTG-EWP
Circular dichromogram

 

通过结构分析网站计算蛋白质二级结构相对含

量百分比，详见表 1。与 EWP对照组相比，UHP-
EWP、TG-EWP、UTG-EWP组 α-螺旋含量显著（P<
0.05）下降至 21.52、17.80、13.33%，β-折叠含量上升

至 44.17%、44.62%、47.10%。α-螺旋结构主要依靠

氢键的维持，蛋白质结构部分打开，氢键被破坏，所

以 α-螺旋含量降低。暴露的氢键会随着大分子链的

聚集而重组，β-折叠含量升高，Momen等[28] 研究发

现 β-折叠与蛋白质的聚集状态有关，β-折叠占比增大

表明蛋白质聚集度越高，结构更加稳定。Huang
等[29] 研究发现加热处理也会导致 α-螺旋减少，β-折

叠增多。UTG-EWP较 UHP-EWP、TG-EWP变化

更加显著，这可能是超高压处理促进了蛋白质的有序

结构适度打开，更有利于 TG与但蛋清蛋白发生交联

形成更大的聚集体。 

2.6　蛋清蛋白凝胶平均粒径及 Zeta电位分析

由图 6（a）可知，与对照组 EWP相比，UHP-

EWP平均粒径值显著（P<0.05）下降，这可能由于凝

胶的有序结构在超高压作用的空穴效应、强剪切力

作用下被破坏，在所施加的机械力产生随机破裂、解

聚等作用下[30]，形成了小分子颗粒蛋白，平均粒径减

小；TG-EWP平均粒径显著（P<0.05）上升，经 TG酶

催化，蛋清蛋白分子间发生交联，蛋白质分子变性聚

集，粒径增加，增强了空间位阻，有利于凝胶网络的形

成；UTG-EWP组略小于 TG-EWP组，显著（P<0.05）
高于 UHP-EWP组，说明在二者协同作用下，TG酶

的交联作用影响显著。先经过超高压作用使蛋清凝

胶中大分子蛋白结构被破坏，小分子增加，再经过

TG酶交联，凝胶中小分子蛋白分散均匀，体系更加

稳定，平均粒径上升。
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图 6    EWP、UHP-EWP、TG-EWP、UTG-EWP平均粒径（a）
和 Zeta电位（b）变化

Fig.6    Changes in the mean particle size (a) of EWP, UHP-
EWP, TG-EWP, UTG-EWP, and Zeta potential (b)

 

Zeta电位可表示离子键变化，高 Zeta电位绝对

值代表蛋白质凝胶体系稳定，而低 Zeta电位绝对值

蛋白质易发生絮凝或凝聚[31]。由图 6（b）可知，UHP-

EWP组 Zeta电位绝对值较 EWP组略微降低，可能

是由于适当的压力作用下，蛋白质分子内部包埋的疏

水基团暴露，与蛋白表面带负电荷的氨基酸中和，

Zeta电位值绝对值下降，而疏水作用力有利于凝胶

 

表 1    EWP、UHP-EWP、TG-EWP、UTG-EWP FTIR
二级结构含量变化

Table 1    Changes of the secondary structure content of EWP,
UHP-EWP, TG-EWP, and UTG-EWP FTIR

蛋清蛋白
凝胶种类

二级结构（%）

α-螺旋 β-折叠 β-转角 无规卷曲

EWP 24.29±0.95a 42.42±0.99c 24.16±0.72c 9.13±0.46b

UHP-EWP 21.52±0.75b 44.17±0.48b 24.91±0.31bc 9.41±0.70b

TG-EWP 17.80±0.97c 44.62±0.49b 25.17±0.41b 12.40±0.10a

UTG-EWP 13.33±0.92d 47.10±0.47a 27.23±0.35a 12.33±1.64a

注：不同小写字母表示同列数据差异显著，P<0.05。
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化的形成，凝胶强度微弱提升；TG-EWP组较 EWP

组显著（P<0.05）提升，在 TG酶交联作用下，蛋清蛋

白热凝胶化时，Zeta电位绝对值升高，蛋白质迅速聚

集成大分子聚合物，空间变大，具有更多负电荷，有利

于与水分子的结合，能够提高凝胶的硬度和持水

力[32]；UTG-EWP组较 UHP-EWP组较显著提升，较

TG-EWP组略微提升，证明在复合作用中 TG的交

联作用显著，且在高压作用下，蛋白质结构适度打开，

有利于 TG酶与蛋白质分子结合，离子键作用提高，

凝胶网状结构孔径变小，凝胶体系致密均一，进而提

高凝胶结构和弹性[33]。 

2.7　蛋清蛋白凝胶游离巯基含量及总巯基含量分析

通过测定巯基含量的变化趋势来分析蛋白质三

级结构的变化。二硫键（-S-S-）和巯基（-SH）能够维

持蛋白质分子的空间构象，对蛋白质的凝胶性能起到

显著的作用[34]。巯基包括蛋白质表面的游离巯基和

包埋在蛋白质分子内部的巯基，巯基和二硫键的相互

转化，能够引起凝胶性能的变化。由图 7知，EWP对

照组中游离巯基含量为 0.71 μmol/g，总巯基含量为

49.51 μmol/g，这与赵伟等[35] 的研究结论相近。与对

照组相比，UHP-EWP、TG-EWP、UTG-EWP三组的

游离巯基含量均显著（P<0.05）上升，分别上升至

12.21、13.83、17.26 μmol/g；总巯基含量均不同程度

下降，分别下降至 36.81、35.47、31.37 μmol/g。超高

压处理后蛋清蛋白分子变性，内部结构展开，巯基暴

露，所以游离巯基含量上升，凝胶性能在分子相互作

用下不断提升。游离巯基含量不断增多，巯基逐渐交

联生成二硫键，总巯基含量下降。有研究称，40 ℃

以上的热处理对二硫键的交联也有增益作用 [36]。

TG酶处理下蛋清蛋白分子与 TG酶通过二硫键等

作用力发生交联，分子结构发生变化，巯基含量变化

也符合上述趋势。超高压协同 TG酶作用下的蛋清

蛋白凝胶性能的提升均大于单一改性，可能是由于超

高压作用增强了 TG酶与蛋清蛋白的作用程度，超高

压后的分子结构有利于 TG酶与蛋清蛋白进行交联，

巯基更多的生成二硫键，总巯基含量下降显著，二硫

键对凝胶网络结构的形成有促进作用，凝胶性能随之

大幅改善。 

2.8　蛋清蛋白凝胶表面疏水性分析

表面疏水性（S0）通过蛋白质的疏水基团与水性

介质中的极性基团接触数量来表示，是蛋白质聚集体

形成的重要条件和反映蛋白质变性程度的指标，并且

与蛋白凝胶性密切相关[37]。芳香族氨基酸暴露于水

溶液中，与 ANS荧光探针结合，展现出更强的表面

疏水性。由图 8可知，改性后的蛋清蛋白凝胶表面

疏水性显著（P<0.05）高于 EWP对照组，超高压作用

改变了蛋清蛋白的空间结构，暴露了更多的疏水区

域，蛋白质分子的表面疏水性增强，这与张铁华

等[38] 的结论一致；经 TG酶处理的蛋清蛋白凝胶表

面疏水性升高，可能是由于 TG酶与蛋清蛋白分子的

交联作用，蛋白质分子结构展开，二硫键断裂，包埋在

蛋清蛋白内部的疏水基团暴露，表面疏水性升高；

UTG-EWP组较单一处理的 EWP均显著（P<0.05）
提高，表明超高压处理的机械力和空化作用与 TG酶

交联作用相互协同，其中超高压的作用更为显著。蛋

清蛋白的致密结构展开，疏水基团暴露，TG酶与蛋

清蛋白分子高效结合，凝胶性能显著提升，这与分子

作用力结论和质构性能一致。
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图 8    EWP、UHP-EWP、TG-EWP、UTG-EWP表面
疏水性变化比较

Fig.8    Comparison of the surface hydrophobicity changes of
EWP, UHP-EWP, TG-EWP, and UTG-EWP

  

2.9　蛋清蛋白凝胶微观结构分析

图 9反映了不同改性作用下蛋清蛋白凝胶的网

络结构变化。蛋白凝胶微观结构的变化会影响其质

构特性及持水性，主要反应在微观结构的结构平整程

度、致密程度、孔洞大小等。由图 9可知，EWP凝胶

蛋白网络结构疏松，具有不规则的孔洞，凝胶表面不

平整，UHP-EWP、TG-EWP与 EWP相比结构均更

加致密光滑，孔洞缩小，平整度提高，可能是由于超高

压作用下蛋白结构打开，分子内部的疏水基团暴露出

来，有利于蛋清蛋白胶凝化；在 TG酶的催化下，蛋清

蛋白交联程度增加，ε-（γ-谷氨酰基）赖氨酸异肽键形

成增多，促进了蛋白凝胶的致密结构的形成[39]。以上

可以得出超高压与 TG酶均能不同程度地提高蛋清

蛋白的凝胶性的结论；UTG-EWP组较对照组 EWP
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图 7    EWP、UHP-EWP、TG-EWP、UTG-EWP游离巯基及
总巯基含量变化比较

Fig.7    Comparison of the changes of free and total sulfhydryl
EWP, UHP-EWP, TG-EWP, UTG-EWP
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微观网络结构有明显改善，较 UHP-EWP与 TG-EWP
均有提高。超高压作用下蛋白质结构打开，降低了蛋

白分子之间的相互作用，暴露出更多的疏水基团和巯

基等活性基团，更高效与 TG酶发生交联作用，复合

改性作用下凝胶的微观结构更加致密光滑，整体光滑

平整，凝胶网络更为均匀，致密结构使改性蛋清蛋白

凝胶具有更好的凝胶性能，这与质构的结论一致。

  
(A) (B)

(C) (D)

5.00 μm 5.00 μm

5.00 μm 5.00 μm

图 9    EWP、UHP-EWP、TG-EWP、UTG-EWP微观
结构变化比较

Fig.9    Comparison of the microstructures of EWP, UHP-EWP,
TG-EWP, and UTG-EWP

注：A：EWP扫描电镜图；B：UHP-EWP扫描电镜图；C：TG-
EWP扫描电镜图；D：UTG-EWP扫描电镜图。
  

3　结论
超高压作用下蛋清蛋白分子内部结构展开，内

部疏水基团暴露，蛋白质分子能够在疏水相互作用下

与 TG酶高效结合，形成了结构稳定并且能够截留大

部分水分子的网状结构，从而改善了蛋清蛋白的凝胶

性能。通过研究蛋清蛋白空间结构的变化可知：超高

压改性及 TG酶改性均能在不同程度上提高蛋清蛋

白凝胶的稳定性，而二者协同处理改性效率显著提

高。但是需要注意对改性程度的把控，避免对蛋白质

产生不利影响。超高压协同 TG酶处理改性蛋清蛋

白的凝胶性具有广阔应用前景，需要进一步的深入

研究。
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